异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是治疗急性髓系白血病（AML）的有效手段[@b1]--[@b3]。移植后复发是导致移植失败的主要原因之一[@b3]--[@b4]。研究显示，AML患者诱导化疗后获得血液形态学缓解（HCR）时血细胞恢复程度具有预后意义，血小板未恢复HCR（CRp）或中性粒细胞和血小板均未恢复HCR（CRi）患者的预后明显劣于中性粒细胞和血小板均恢复HCR（CR）患者[@b5]--[@b7]，但allo-HSCT前CRp和CRi对预后的影响目前仍存在较大争议[@b8]--[@b10]。近年来，多参数流式细胞术（MFC）被广泛用于AML患者的微小残留病（MRD）检测[@b11]--[@b14]。Araki等[@b12]研究发现，移植前MRD阴性\[即获得免疫表型缓解（ICR）\]患者的复发率低于移植前MRD阳性和疾病处于活动状态的患者，建议在移植前应用ICR替代HCR评估病情。然而，移植前ICR在预测疗效方面是否比CRp和CRi更具优势，目前尚无资料。为此，我们回顾性分析了182例在北京大学血液病研究所接受HLA全相合供者造血干细胞移植（MSDT）AML患者的临床资料，探讨移植前CRp、CRi和ICR对于疗效的预测价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：本回顾性研究纳入2012年1月1日至2015年12月30日在北京大学血液病研究所接受MSDT的AML患者（除外急性早幼粒细胞白血病）182例。这些患者移植前均获得CR，其中男97例，女85例，中位年龄41（4\~62）岁。根据患者移植前的骨髓和外周血状态将患者分为CR组、CRp+CRi组，非ICR（MFC检测MRD阳性）和ICR组（MFC检测MRD阴性）。

2．移植方案：预处理方案选择改良白消安（Bu）/环磷酰胺（Cy）方案；移植物来源均为骨髓联合外周血，GVHD预防采用环孢素A（CsA）+短程甲氨蝶呤（MTX）+霉酚酸酯（MMF），急性GVHD、慢性GVHD的诊断标准参照文献[@b15]。

3．供者淋巴细胞输注（DLI）：DLI主要适应证是移植后白血病血液形态学复发、移植后MRD持续阳性或转为阳性且未发生GVHD和植入失败（GF）。DLI采用粒细胞集落刺激因子（G-CSF）动员的外周血单个核细胞，单次回输的单个核细胞（MNC）中位数为1.0×10^8^/kg，最多回输4次。同胞全相合DLI后应用2\~4周CsA或MTX预防GVHD，具体剂量参见文献[@b4],[@b15]。

4．HCR与ICR的定义：CR、CRp和CRi的定义参照文献[@b2]。CR：①骨髓原始细胞\<0.050且无奥氏小体；②无骨髓外白血病残留证据；③PLT≥100×10^9^/L；④外周血中性粒细胞绝对计数（ANC）≥1×10^9^/L；⑤脱离红细胞输注。CRp：①骨髓原始细胞\<0.050；②ANC≥1×10^9^/L；③PLT\<100×10^9^/L。CRi：①骨髓原始细胞比例\<0.050；②ANC\<1×10^9^/L。ICR的定义参见文献[@b16]。

5．MFC检测MRD：本组病例采用8色MFC检测骨髓细胞MRD。骨髓和外周血的评估至少在末次化疗后28 d，预处理前2周内进行。检测MRD的8色抗体组合包括抗CD7、CD11b、CD13、CD14、CD16、CD19、CD33、CD34、CD38、CD41、CD45、CD56、CD61、CD64、CD71、CD117、CD123，和HLA-DR抗体。本研究所用流式检测仪型号为FACSCanto Ⅱ。每管收集（0.2\~1.0）×10^6^个细胞，并设立同型对照。MRD阳性定义为检测到白血病相关免疫表型（LAIP）的异常细胞群（至少检测到25个细胞），且至少两个标志与初诊时的LAIP相同[@b16]。检测到异常细胞的比例为占总CD45^+^细胞的比例。质量控制流程参照文献[@b16]。

6．随访及移植预后评估：随访方法包括门诊、住院和电话随访。随访截止时间为2017年12月31日，中位随访时间为移植后658（67\~1 697）d。主要研究终点为白血病累积复发率（CIR），次要终点为非复发死亡（NRM）、无白血病生存（LFS）以及总生存（OS）。中性粒细胞植入、血小板植入、NRM、复发、LFS和OS的定义参照文献[@b15]。急性GVHD的定义和分级参照文献[@b15]。慢性GVHD的定义和分级参照文献[@b1],[@b17]。

7．统计学处理：采用中位数、频率等进行描述统计。MRD阳性组和MRD阴性组间患者特征分类变量的比较采用卡方检验或Fisher精确检验，连续变量的组间比较采用*t*检验或非参数检验。竞争风险分析中，NRM的竞争风险为复发，复发的竞争风险为任何原因引起的死亡。OS、LFS采用Kaplan-Meier曲线计算和描述。采用Cox模型进行单因素和多因素分析，*P*\<0.1的参数纳入Cox多因素分析。上述数据分析和处理采用SPSS 19.0统计软件。应用R软件进行竞争风险分析。

结果 {#s2}
====

1．患者特性及移植结果：本研究共纳入182例患者，所有患者均采用统一的清髓性预处理方案和GVHD预防方案，移植物来源为骨髓+外周血。移植前根据受者年龄、诊断至移植时间、供受者性别等进行欧洲血液和骨髓移植学会（EBMT）危险度评分，根据初诊时的细胞遗传学和分子遗传学特征将患者分为低危、中危和高危组，根据初诊时有无FLT3-ITD突变分为FLT3-ITD阳性和阴性组。移植前达到第1次HCR（HCR1）患者有158例，复发后达到第2次及以上HCR（HCR≥2）的患者有24例。共有27例患者在移植后接受DLI，其中14例为干预性DLI，8例为复发后治疗性DLI，2例为治疗植入失败，另外3例为预防性DLI。

所有患者均获得中性粒细胞植入，中位植入时间为13（10\~27）d；血小板植入率为99%（180/182），中位植入时间为13（6\~166）d。共有27例（14.8%）患者发生急性GVHD，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ度分别为10、11、2、4例。4年慢性GVHD累积发生率为45.6%（83/182），其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ度分别为72、7、4例。

全部182例患者中27例在随访期间发生血液学复发，其中19例死亡，8例存活。27例复发患者中有8例在复发后行化疗+DLI，10例行单纯化疗，9例患者未接受治疗。8例DLI患者中6例达到CR，2例NR，至随访截止5例存活，3例死于复发；10例接受化疗的患者中3例达到CR，至随访截止7例死于复发，3例仍存活。未接受治疗的9例患者均死于复发。

全部182例患者中死亡46例，19例死于白血病复发，其余19例死于移植后其他合并症\[肺部感染（伴或不伴其他感染）10例，重度慢性GVHD 3例，肝脓肿1例，消化道出血1例，植入功能不良1例，重度急性GVHD 1例，DIC 1例，猝死1例\]。随访期间，共有27例患者白血病复发，CIR为16.0%，中位复发时间为137（53\~1 171）d。预期4年TRM为（10.4±3.8）%，LFS率为（72.0±4.5）%，OS率为（76.0±4.6）%，中位OS时间为658（67\~1 697）d，中位LFS时间为575.5（53\~1 697）d。

2．移植前HCR对移植预后的影响：182例患者中有147例在移植前达到CR，14例患者达到CRi，21例患者达CRp。CRp+Cri组（35例）、CR组（147例）预期4年CIR分别为（11.0±4.3）%、（16.0±7.1）%（*χ*^2^=0.274，*P*=0.600），NRM分别为（14.0±4.3）%、（9.0±6.3）%（*χ*^2^=0.913，*P*=0.339），LFS率分别为（75.0±5.1）%、（75.0±8.3）%（*χ*^2^=0.256，*P*=0.613），OS率分别为（77.0±5.2）%、（80.0±8.1）%（*χ*^2^=0.140，*P*=0.708），差异均无统计学意义。

3．移植前ICR对预后的影响：根据移植前MFC检测骨髓MRD结果将患者分为非ICR组（35例）和ICR组（147例）；非ICR组与ICR组比较，男女比例（*t*=2.379，*P*=0.021）、移植前≥CR~2~患者比例（*t*=−2.407，*P*=0.021）、行DLI治疗的患者比例（*t*=−2.897，*P*=0.006）较高，其他临床特征两组差异无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 移植前免疫表型完全缓解（ICR）与非ICR组急性髓系白血病（AML）患者的临床特征比较

  患者特征                                       ICR组（147例）        非ICR组（35例）     统计量   *P*值
  ------------------------------------------- --------------------- --------------------- -------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                         39.5（4～57）          43（5～62）       0.329    0.742
  性别（例，男/女）                                   73/75                 24/11          2.379    0.021
  原发疾病（例）                                                                           −1.486   0.146
   AML                                                 146                   32                    
   继发性AML                                            2                     3                    
  移植前形态学缓解状态（例）                                                               −1.073   0.289
   CR                                                  122                   26                    
   CRp                                                 19                     2                    
   CRi                                                  7                     7                    
  移植前形态学缓解次数（例）                                                               −2.407   0.021
   CR~1~                                               134                   24                    
   CR~2~                                               13                    11                    
   CR~3~                                                1                     0                    
  细胞遗传学/分子遗传学危险分级（例）                                                      −0.578   0.564
   低危                                                23                     3                    
   中危                                                116                   29                    
   高危                                                 9                     3                    
  移植前EBMT评分（例）                                                                     −1.831   0.075
   1分                                                 46                    10                    
   2分                                                 78                    13                    
   3分                                                 22                     5                    
   4分                                                  2                     6                    
   5分                                                  0                     1                    
  供受者性别组合（例）                                                                     1.136    0.260
   女供女                                              22                     3                    
   女供男                                              50                    18                    
   男供男                                              37                    10                    
   男供女                                              39                     4                    
  供受者血型相合程度（例）                                                                 0.169    0.866
   全合                                                94                    23                    
   大不合                                              29                     6                    
   小不合                                              17                     4                    
   双向                                                 8                     2                    
  回输MNC\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]            7.56（3.98～14.93）   6.93（2.27～12.75）   0.786    0.436
  回输CD34^+^细胞\[×10^6^/kg，*M*（范围）\]    2.31（0.41～9.78）    2.49（0.90～5.47）    0.166    0.868
  DLI（例）                                            15                    13            −2.897   0.006
   治疗复发                                             4                     4            −1.794   0.091
   预防或干预复发                                      11                     8            −2.092   0.043

注：CR：完全缓解；CR~1~、CR~2~、CR~3~：第1、2、3次完全缓解；CRp：血小板计数未恢复的血液学形态完全缓解；CRi：中性粒细胞和血小板均未恢复的血液学形态完全缓解；MNC：单个核细胞；DLI：供者淋巴细胞输注；EBMT：欧洲血液和骨髓移植学会

非ICR组、ICR组中性粒细胞植入率均为100%，中位植入时间分别为16（10\~25）d、16（11\~27）d（*t*=−0.217，*P*=0.665）。非ICR组、ICR组血小板植入率分别为100%（35/35）、99%（145/147）（*χ*^2^=−0.679，*P*=0.749），中位血小板植入时间分别为12（7\~106）d、13（6\~166）d（*χ*^2^=−0.162，*P*=0.937），急性GVHD累积发生率分别为（17.1±3.4）%、（14.3±4.1）%（*χ*^2^=−0.067，*P*=0.332），慢性GVHD累积发生率分别为（34.3±4.7）%、（48.3±5.1）%（*χ*^2^=1.338，*P*=0.249），差异均无统计学意义。

非ICR组、ICR组中位随访时间分别为436（67\~1 646）d、683（70\~1 697）d（*t*=3.306，*P*=0.001），预期4年NRM分别为（12.0±7.1）%、（12.5±4.1）%（*χ*^2^=1.002，*P*=0.656），CIR分别为（55.2±8.8）%、（11.3±3.4）%（*χ*^2^=32.687，*P*\<0.001），OS率分别为（39.0±9.1）%、（79.0±4.7）%（*χ*^2^=25.253，*P*\<0.001），LFS率分别为（32.8±8.7）%、（76.2±4.7）%（*χ*^2^=26.234，*P*\<0.001），详见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![移植前免疫表型缓解（ICR）对急性髓系白血病患者同胞HLA相合造血干细胞移植预后的影响\
A\~D分别为ICR对非复发死亡、复发、总生存、无白血病生存的影响](cjh-39-08-617-g001){#figure1}

35例移植前非ICR患者中有6例在移植后因MRD阳性行干预性DLI，2例分别在移植后38、60 d行预防性DLI，余27例未行预防或干预性DLI。预防性/干预性DLI组（8例）和未行DLI组（26例）CIR分别为（50.0±4.0）%、（54.2±4.0）%（*P*=0.615），LFS率分别为（25.0±15.3）%、（37.8±16.8）%（*P*=0.219），OS率分别为（37.5±17.4）%、（39.2±17.1）%（*P*=0.293），TRM分别为（25.0±3.0）%、（8.2±0.3）%（*P*=0.205）。上述数据显示在非ICR患者中，预防性或干预性DLI组与未行DLI组比较，CIR、LFS、OS差异无统计学意义。

4．影响移植预后的单因素和多因素分析：Cox单因素分析显示，影响患者复发的因素（*P*\<0.1）有移植前非ICR、继发AML、回输MNC数、和慢性GVHD。影响NRM的因素（*P*\<0.1）有EBMT危险评分、Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD。影响OS和LFS的因素（*P*\<0.1）有移植前非ICR、继发AML、受者年龄、供受者血型、回输MNC数、Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD和慢性GVHD。将上述影响复发、NRM、LFS和OS的因素分别纳入Cox多因素分析模型，结果显示，移植前非ICR是影响复发率\[*HR*=11.026（95% *CI* 4.685\~25.949），*P*\<0.001\]、LFS\[*HR*=5.785（95% *CI* 2.974\~11.254），*P*\<0.001\]和OS\[*HR*=5.578（95% *CI* 2.575\~27.565），*P*\<0.001\]的独立危险因素，而HCR程度（CRp+CRi/CR）对TRM、OS、LFS和复发率均无影响。其他影响复发的独立危险因素：继发AML\[*HR*=8.45（95% *CI* 3.688\~19.362），*P*\<0.001\]、慢性GVHD\[*HR*=0.267（95% *CI* 0.104\~0.681），*P*=0.006\]。其他影响OS的因素：继发AML \[*HR*=4.217（95% *CI* 1.196\~14.862），*P*=0.025\]、Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD\[*HR*=5.014（95% *CI* 2.107\~11.93），*P*\<0.001\]、慢性GVHD\[*HR*=0.442（95%*CI* 0.219\~0.896），*P*=0.023\]。影响LFS的因素和影响OS的因素相同。影响TRM的独立危险因素：EBMT积分（5分）\[*HR*=2.340（1.385\~3.953），*P*=0.003\]和Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD\[*HR*=6.147（95%*CI* 2.161\~17.489），*P*=0.001\]。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 影响复发、非复发死亡、无白血病生存和总生存的单因素和多因素分析

  变量                                 单因素分析    多因素分析                                       
  ----------------------------------- ------------ --------------- --------- -------- --------------- ---------
  复发                                                                                                
   移植前MRD（MRD阳性/MRD阴性）          6.814      3.183～14.584   \<0.001   11.026   4.685～25.949   \<0.001
   继发性AML（继发性AML/原发性AML）      8.677      2.543～29.612    0.001    8.450    3.688～19.362    0.001
   慢性GVHD（有/无）                     0.419      0.192～0.914     0.029    0.267    0.104～0.681     0.006
  非复发死亡                                                                                          
   EBMT评分（5分/0～4分）                2.180      1.070～3.639     0.003    2.340    1.385～3.953     0.001
   急性GVHD（Ⅱ～Ⅳ度/0～Ⅰ度）             5.245      1.864～14.759    0.002    6.147    2.161～17.489    0.001
  无白血病生存                                                                                        
   移植前MRD（MRD阳性/MRD阴性）          4.189      2.309～7.600    \<0.001   5.785    2.974～11.254   \<0.001
   继发性AML（继发性AML/原发性AML）      6.854      2.424～19.378   \<0.001   4.217    1.196～14.862    0.025
   慢性GVHD（有/无）                     0.421      0.224～0.790     0.007    0.387    0.202～0.744     0.004
   急性GVHD（Ⅱ～Ⅳ度/0～Ⅰ度）             4.053      2.004～8.197    \<0.001   5.296    2.408～11.648   \<0.001
  总生存                                                                                              
   移植前MRD（MRD阳性/MRD阴性）          4.555      2.381～8.712    \<0.001   5.578    2.575～27.565   \<0.001
   继发性AML（继发性AML/原发性AML）      10.431     3.620～30.06    \<0.001   7.919    2.275～11.284    0.001
   慢性GVHD（有/无）                     0.457      0.230～0.907     0.025    0.442    0.219～0.896     0.023
   急性GVHD（Ⅱ～Ⅳ度/0～Ⅰ度）             3.670      1.678～8.028     0.001    5.014    2.107～11.930   \<0.001

注：AML：急性髓系白血病；GVHD：移植物抗宿主病；MRD：微小残留病；EBMT：欧洲血液和骨髓移植学会；DLI：供者淋巴细胞输注

讨论 {#s3}
====

与化疗不同，我们发现移植前获得HCR并接受MSDT治疗的AML患者中，移植前血细胞恢复程度（包括CR、CRp和CRi）对移植预后没有影响。这与Alatrash等[@b9]的研究结果相反，他们发现移植前CRp和CRi患者预后差于获得CR的患者。不过，Vu等[@b8]发现在接受同胞全合和无关全合供者治疗的AML患者中，移植前CR、CRp、CRi三组复发、NRM、LFS和OS差异均无统计学意义。Sievers等[@b10]也证实移植前处于CRp和CR的两组AML患者移植后复发、生存无差别。上述不同研究之间移植前不同HCR状态对预后影响的不同可能与这些研究中的预处理方案、回输物组分、供者来源等差异有关。尽管如此，以往的多数研究[@b8],[@b10]和本研究结果仍支持移植前HCR患者血细胞恢复程度不是AML移植预后的独立影响因素。

最近的研究显示，移植前获得ICR是移植后低复发率和高生存率的独立影响因素[@b6],[@b12],[@b18]--[@b19]。在这些研究中，Marillo等[@b19]将移植前MRD≥0.35%定义为MRD阳性，\<0.35%定义为阴性；Araki等[@b12]和Walter等[@b6]则将移植前MFC检测不到MRD定义为阴性。不同研究之间MRD阈值的差异可能与检测敏感性、特异性有关。本研究中，我们采用文献[@b6],[@b12]的MRD定义，发现移植前MRD阴性组较MRD阳性组的复发率低，OS率和LFS率高。在最新的一项荟萃分析中，Buckley等[@b18]研究证实移植前ICR的患者接受同胞全相合或无关供者allo-HSCT后复发率、LFS率和OS率均优于非ICR患者。综合文献[@b6],[@b12],[@b18]--[@b19]和本研究结果，移植前ICR的预后价值高于CRp和CRi。

本研究结果显示，继发性AML也是影响预后的独立危险因素，这与Walter等[@b6]研究结果一致。究其原因，可能与继发性AML化疗后更难于达到ICR有关。此外，我们还发现慢性GVHD是低复发率的独立影响因素，提示慢性GVHD与更强的移植物抗白血病效应密切相关，这与本中心以往的研究结果[@b20]相符。其他影响预后的因素还有：高EBMT积分和Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD、高NRM相关，导致移植后生存降低。

本研究存在以下不足之处：①MFC检测MRD尚未标准化，敏感性存在差异，因此，应用MFC结合RT-PCR方法共同评估是否达到MRD阴性可能更为准确。②尽管本研究已尽量纳入各种以往研究报道的预后影响因素，但仍可能存在遗漏，造成统计偏倚。③本研究为单中心回顾性分析，其结果需要多中心前瞻性研究进行验证。

总之，对于移植前获得HCR且接受MSDT的AML患者而言，获得ICR是预测低复发、高生存的独立危险因素，HCR状态对移植预后无影响。因此，对于移植前未获得ICR的患者应采取预防复发措施，如在移植后给予预防性DLI以降低复发率、提高疗效[@b4],[@b21]。
